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Bevezetés

Az ipari forradalom kezdete 6ta a fosszilis energiahordozok egyre nagyobb mértéki
felhaszndlasa miatt a légkor széndioxid tartalma fokozatosan ndvekedett. Fosszilis
energiahordozoként kezdetben szenet hasznaltak, majd az idé elérehaladtaval egyre nagyobb
szerepet kapott el0szor az olaj, majd késobb a foldgaz. Felhasznalasuk mértéke napjainkban is
fokozatosan novekszik. Hasznalatuk az egyre nagyobb mennyiségii tiveghazhatasu széndioxid
keletkezése mellett szdmos mas problémat is felvet. A felhasznélhatd forrdsok szama véges,
viszont a felhasznalas intenzitdsa hosszu tdvon folyamatosan novekszik. A forrasok leldhelye
legtobbszor nem esik egybe a felhasznalds helyével, tovabbi kornyezetszennyezési
problémakat ¢s geopolitikai kriziseket idézve eld. A felhasznaldsuk sordn nyert energia
mennyisége nagymértékben meghatirozza az egyes orszagok gazdasagi teljesitoképességét.
Ezért a gazdasdg fokozatos fejlodéséhez és a lakossag életszinvonalanak novekedéséhez

elengedhetetleniil sziikséges a felhasznalasi mennyiségiik ndvelése.

A fosszilis energiahordozok részardnydnak csokkentésére és kivaltasara szamos
alternativ. modszer létezik. Napjainkban egyre gyorsabban terjednek a megajuld
energiaforrasokat - mint a Nap, sz¢él és viz - hasznosit6 technoldgidk. Ezen technologidk egyik
komoly hatranya, hogy az igy termelt energiat nehéz tarolni, ezért jelentds részét rogton fel
kell hasznélni. A megljuld energiaforrasok tarolasara nyutjthat kivalé eszkozt a molekularis
hidrogén haszndlata, amelynek elégetése soran melléktermékként csupan vizgdz keletkezik.
Energiatarold kapacitdsa igen magas, egy grammja 122 kJ energidt képes raktarozni. A
szénhidrogén alapll {lizemanyagokéhoz hasonlitva ez 2.75-sz0r nagyobb. Szallitasa
megoldhatd a mar kiépitett gazvezeték rendszereken keresztiil. Taroldsa nagynyomdasu
tartalyokban kivitelezhet. Uzemanyagként és fiitdanyagként valo felhasznalasa mellett még
olajfinomitasra, ¢élelmiszeripari termékek eldallitdsara, fémmegmunkaldsra és miitragya
eléallitasara is alkalmazhato. Eloallitasa torténhet a viz elektrolizisével, viszont ez sok
energiat igényel. Ezért napjainkban a hidrogén leginkabb elterjedt eldallitdsi modszere a
gbzreformalas foldgazbol vagy metanbdl. Ezen technoldgia jovobeli kivaltasat célozza
szamos, jelenleg kutatasi fazisban 1év0 biohidrogéntermeld mddszer fejlesztése. Ezek koziil
biztatdé eredményeket mutatnak a zoéldalgakhoz koéthetd biohidrogén eldallitassal kapcsolatos

kutatasok.

A zoldalgak koziil egyes Chlamydomonas, Scenedesmus ¢s Chlorella fajokban

megfeleld kornyezeti hatdsokra bizonyitottan FeFe hidrogenazok aktivalédnak. A FeFe



hidrogenazok j6 hatékonysaggal, megkozelitdleg 10%-os konverzioval, képesek a
biohidrogén eldallitdsra. Viszont jellemzd rajuk az oxigénérzékenység, amely a direkt
fotolizis Utjan torténd folyamatos hidrogéntermelésnek komoly géatat szab. Erre kinal
megoldast az indirekt fotolizis alkalmazasa, melynek soran eldszor a fénybdl nyert energia
elraktarozodik, majd a tartalék tapanyagok lebontasaval felhasznalodik. Mindez lehetévé teszi
az oxigén ¢s hidrogéntermelés szakaszainak szétvalasztasat idoben, és lehetdséget nyujt arra,
hogy a tartalék tapanyagok lebontdsa soran keletkezd tobblet elektronoktdl a sejt a
hidrogenazok altal termelt hidrogén utjan szabaduljon meg. Az indirekt fotolizis egyik
leginkabb ismert példaja a kénmegvonason alapuld hidrogéntermelés. A kénmegvonds soran a
zoldalga sejtek eldszor tapanyagot halmoznak fel, majd a kénhidny hatasara fehérje
tartalékaik lebontasadba kezdenek a talélésiik érdekében. Ez a II. fotokémiai rendszer (PSII)
aktivitasanak a csokkenésével jar, amely id6vel ellehetetleniti a tovabbi oxigéntermelést. A
csOkkent oxigéntermelés ¢s a fennmaradt sejtlégzés forditott aranya lehetdvé teszi a zart
kultira oxigénszintjének lecsokkenését, ezaltal eldsegitve a hidrogenazok aktivalodasat. A
modszer hatranya, hogy eldszor fel kell noveszteni az alga sejtkultarat, majd a
hidrogéntermeléshez ki kell cserélni a tdpoldatot kénmentes tdpoldatra. Ez a jovdbeli ipari
alkalmazast tekintve komoly hatranyt jelent, mivel ez sok id6t, tobblet alapanyagot és energiat
igényel. A hidrogéntermeld folyamat dnmagédban 5 nap utan leall, a meghosszabbitott, de
alacsonyabb hatasfoku termelés csak a kén kis mennyiségli Ujraadagolasaval lehetséges.
Ugyanakkor szintén jelentds id6t vesz igénybe, amig az oldat anaerobba valik és megindul a
hidrogéntermelés. Emellett a tdpanyag-stressz hatasara a sejtek fokozatosan elpusztulnak és az

€10 sejtszam fokozatosan lecsokken.



Ceélkituzések

Szamos energiaforras és energiahordozo kozott jelentds potenciallal bir a hidrogén,
mint energiahordozd. Ennek egy specidlis szegmensét képezi a biologiai tton eldallithatd
Jelen dolgozat az alga-baktérium kevert kultirdk hidrogéntermelésének tulajdonsagaira és a

mikrobialis partnerek kapcsolatara fokuszal.
Specifikus célok:

1. A Mosonmagyardvari Alga Kultira Gytljteménybdl a 4 leghatékonyabb biomassza
termelésre képes hidrogéntermelé Chlamydomonas torzs koziil a hidrogéntermelésre

legalkalmasabb kivalasztasa.

2. A Chlamydomonas sp. 549-es torzs bakterialis partnereinek azonositisa, és a
hidrogéntermelést, valamint az alga biomassza hozamot leginkabb el0segité bakterialis

partnerek meghatdrozasa.

3. A Chlamydomonas sp. 549 kultarahoz hozzaadott természetes és mesterséges bakterialis
partnerek hatdsdnak vizsgalata a hidrogéntermelésre, az oxigénszint valtozasra, az

algakultlra sejtszam valtozasaira és a tdpoldat Osszetételbeli valtozasaira.

4. A kevert ¢€s tiszta algakulturak hidrogéntermelésének tanulméanyozasa sotétben, valamint
fényen kénmegvonas mellett, a kiilonb6z6 hidrogéntermelési modszerek kombindcioban

torténd alkalmazasa.

5. A Chlamydomonas sp. 549 fotoszintetikus rendszerének vizsgalata fluoreszcencia

mérésekkel, a modell alga hidrogéntermelési titvonalainak azonositasa.



Moédszerek

Az alga-baktérium konzorciumokat szamos moédszerrel vizsgaltuk. A 1égtér hidrogén
és oxigén szintjeinek valtozésait gdzkromatografiaval kovettiik, mig a tapoldatban oldott
oxigén monitorozasahoz oxigén elektrodot hasznaltunk. Lemezelésen alapuld €16 sejtszam
vizsgalatokat, Biirker-kamrat és spektrofotométert alkalmazva kovettiik az alga-baktérium
konzorciumok sejtszdm valtozasait. A tapoldatok mindség és mennyiségbeli valtozasainak
vizsgalatdhoz pH mérét 4s HPLC-t alkalmaztunk. A fotoszintetikus rendszer miikddését
DCMU alkalmazasaval manipulaltuk ¢és klorofill fluoreszcencia mérésekkel kovettiik
nyomon. A kisérletekhez hasznalt természetes bakteridlis partnereket rifampicinnel
kiegészitett minimal TP tdpon tobbszords atoltds utan a legjobb biomassza hozammal
rendelkez6 Chlamydomonas sp. 549 alga partnertdl elvalasztottuk, majd LB lemezen izolaltuk
Oket, hogy végiil 16S rDNS szekvencidik amplifikalasan alapuld polimeraz lancreakcié (PCR)

felhasznalasaval hatarozzuk meg identitasukat.



Eredmények

1. Teszteltik a harom azonositott természetes bakterialis partner (Rhodococcus sp.,
Brevundimonas sp., Leifsonia sp.) hatasat a Chlamydomonas sp. 549 sejtszam
novekedésére és hidrogéntermelésére. A legkivalobb eredményeket a Rhodococcus sp. -
Chlamydomonas sp. 549 parositas adta. Ezutan vizsgalatainkat kibdvitettik a
mesterségesen a Chlamydomonas sp. 549 alga partnerhez adott Escherichia coli és
Ralstonia eutropha vad tipust és hidrogenaz deficiens torzsekkel is. Az eredmények
alapjan kizartuk annak lehetéségét, hogy a bakterialis partnerek részt vesznek a
hidrogéntermelésben, annak ellenére, hogy a vad tipusti baktérium térzsek rendelkeznek
sajat hidrogenazokkal. A legmagasabb hidrogén hozamot a hidrogenaz deficiens E. coli
AhypF mesterségesen hozzaadott bakterialis partner hasznalataval értiik el (1196.06 +
442 uL L.

2. A Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AhypF kevert kultira hidrogéntermelését
Osszehasonlitottuk a kontrollként vizsgalt Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF kevert
kultaraéval. A mérések soran jelentds kiilonbségeket figyeltiink meg nem csak a
megtermelt hidrogénmennyiségek (Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF: 5800.54 +
65.73 uL L™* vs. Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AhypF: 1196.06 + 442 uL L"), de a
termelés dinamikajanak szempontjabol is. A Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AhypF és
a Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF kevert kultirakban a hidrogéntermelés egyarant
megkozelitdleg egy napig tartott, majd a légtérben felhalmozott hidrogén mennyisége
csokkenésnek indult. Viszont a Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF esetében a negyedik
nap utan a hidrogéntermelés ismét elindult. Az oxigén szintje a bakteridlis partner
hasznalata mellett jellemzéen 4 oran beliil lecsokkent arra a szintre (légtérben 3 %,
folyadékban 1 — 2 pmol L™%), ahol a hidrogenazokat méar nem gétolta. Az
ecetsavfogyassal Osszhangban, miutan a kevert kultiraban a Chlamydomonas sp. 549
felhasznalta az Osszes ecetsavat, az oxigénszint a masodik nap utan intenziv
emelkedésnek indult mind a folyadék fazisban (1 — 2 pmol L™-r61 1300 - 1600 pmol L™*-
re), mind pedig a légtérben (3 %-r6l 60 %-ra). A pH szint az ecetsav fogyasaval
parhuzamosan névekedésnek indult és a kezdeti pH 7.3-r61 pH 8.7-re emelkedett.



3. A Chlamydomonas sp. 549 sejtszama fényen a tiszta ¢és kevert kultarakban egyarant 4
napig emelkedett, de a kevert Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AhypF sejtszam
novekedése gyorsabb volt a tiszta Chlamydomonas sp. 549 kulturaénal. A bakterialis
sejtszamot a Rhodococcus sp.-t hasznalva vizsgaltuk, melynek soran arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy megvilagitas mellett a bakteridlis sejtszdmot pozitivan
befolyédsolta az alga partner jelenléte egészen addig, amig a légtér nem telitodott
hidrogénnel. A megvilagitds mellett egy napig magas szinten stagnalé bakterialis
sejtszam az alga partner egy napig tartdé hidrogéntermelésével mutatott Osszefliggést. A
hidrogéntermelés leallasaval és a hidrogénfogyassal parhuzamosan a Rhodococcus sp.

sejtszama is drasztikus csokkenésnek indult.

4. Az alga-baktérium konzorcium hidrogéntermeld modszerét a kénmegvonas és a sotét
fermentacio modszerével kombinalva is vizsgaltuk. A sotét fermentacid soran a tiszta
Chlamydomonas sp. 549 és a kevert Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AhypF kultarak
kozott az Osszes megtermelt hidrogén tekintetében nem taldltunk szignifikans
kiilsnbséget (6114 + 369 pL L' vs. 5621 + 645 pL L™7). A kénmegvonds soran
Osszehasonlitottuk a tiszta Chlamydomonas sp. 549 és Ch. reinhardtii cc124 kulttrak és a
kevert Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AhypF és Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF
kultaradk 6sszes megtermelt hidrogén mennyiségét €s a termelésiik dinamikajat. Jelentds
kiilonbséget figyeltiink meg a tiszta és kevert kultirak altal termelt hidrogénmennyiségek
kozott. Az E. coli AhypF bakteridlis partnert tartalmazé kultirak jellemzden tobb
hidrogént termeltek, mint a kizarélag alga partnert tartalmazo kultirak (Chlamydomonas
sp. 549: 193.5 + 66.81 pL L™* vs. Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF: 2637.49 +
555.42 pL L™t és Ch. reinhardtii cc124: 25028.1 + 3943.47 uL L™* vs. Ch. reinhardtii
ccl24 - E. coli AhypF: 472413 + 4660.69 pL L™). A kapott eredmények alapjan
elmondhato, hogy az alga hidrogéntermelésében tortént pozitiv valtozas a bakterialis
partner jelenlétének tulajdonithatd. Az Osszes megtermelt hidrogén mennyiségében, a
légtér oxigénszint valtozasdban ¢és a hidrogéntermelés dinamikdjdban is jelentds
kiilonbséget fedeztiink fel a Chlamydomonas sp. 549 és a Ch. reinhardtii cc124 tiszta és
kevert kultarai kozott. A klorofill fluoreszcencias mérések és az ecetsav koncentracid
valtozasainak adatai alapjan ugy gondoljuk, hogy ezt a kiilonbséget a két algatorzs eltérd
ecetsav felhasznaldsa és a II. fotokémiai rendszerek aktivitdsanak eltéré csokkenése

hatarozta meg. A Chlamydomonas sp. 549 esetében a IlI. fotokémiai rendszer aktivitasa a



negyedik nap utan kezdett el csokkenni, mig a Ch. reinhardtii cc124 esetében ez mar az
elsé nap folyaman elkezdddott. Az ecetsav koncentracido a Chlamydomonas sp. 549
esetében két nap alatt megkozelitéleg O-ra csokkent, mig a Ch. reinhardtii cc124 esetében

az ecetsav teljes felhasznalasa 4 - 5 napot vett igénybe.



Eredmények megtargyalasa

Az el6bb bemutatott eredmények jol mutatjak, hogy a hidrogéntermelés szempontjabol
mennyire meghatdrozd a megfelelé alga és baktérium partnerek kivalasztidsa. Az altalunk
vizsgalt modszer kivalo lehetdséget ad a kiilonbozd bakterialis és hidrogendz enzimmel
rendelkez0 alga partnerek kombinaldsara a nagyobb hatékonysaghh hidrogéntermelés
eléréséhez. Figyelemre mélto elénye a rendszernek, hogy jelentésebb anyagi raforditast nem
igénylé modon, kiils6 beavatkozas nélkiil, a zart rendszer dnmagat alakitja anaerobba. A
hidrogéntermelés soran a biomassza mennyisége folyamatosan novekszik, amely egyre
intenzivebbé teszi a hidrogéntermelést. Az alga kultura jo hatékonysaggal képes felhasznalni
az oldott szénforrast és képes a bakteridlis sejtkultura fenntartasara alacsony erdsségii
megvilagitas mellett. Kedvezd tulajdonsdgai alapjan a moddszer alkalmazhatd Ilehet

szennyvizek kezeléséhez és ezzel parhuzamosan alga biomassza- és biohidrogéntermeléshez.
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